


OFICINA ESPANOLA DE 
PATENTES Y MARCAS 



ESPANA 



®N.° depublicaci6n: ES 2 079 319 
@, Numero de solicitud: 9401056 
@lnt. CI.6: C12Q 1/10 



SOLICITUD DE PATENTE 



Al 



(§) Fecha de presentacion: 16.05.94 


@Solicitante/s: Jose Marfa Garcia Aguayo 
C/ Conde Vallellano, 39 
46340 Requena, Valencia, ES 


® Fecha de publicacion de la solicitud: 01.01.96 


(§)lnventor/es: Garcfa Aguayo, Jose Marfa 


@ Fecha de publicacion del folleto de la solicitud: 
01.01.96 


@Agente: Canadell Isern. Roberto 



< 

CO 

o> 
o 

CM 

C/) 
IIJ 



(|i)Trtulo: Medio de cultivo bacteriologico y procedimiento para su preparacion. 

@) Resumen: 

Medio de cultivo bacteriologico y procedimiento para 
su preparacion. 

Consiste en la asociacion de peptona-proteosa, ex- 
tractos de carne y levaduras, xilosa, X-GAL, IPTG, 
sales biliares, novobiocina, rojo neutro y agar agar en 
solucion de agua desionizada, para su conservacion 
en frigorffico y utilizacion antes de 30 dfas a contar 
de la fecha de su preparacion. 

La preparacion comprende el hervido del X-GAL en 
agua desionizada, la adicion de peptona, xilosa, sa- 
les biliares. y extractos de carne y levaduras, com- 
pletando la disolucion con la adicion de nueva agua 
desionizada, rojo neutro a I 0,1 por ciento, agar agar 
y, finalmente, soluciones acuosas esteriles oe novo- 
biocina e IPTG. disponiendo el producto en placas 
Petri sobre las que se deja enfriar hasta su total so- 
lidificacion. 

Aplicable al aislamiento e identificacion de bac- 
terias enteropatogenas. principalmente Salmonella. 
Shigella y Aeromonas. 
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DESCRIPCION 

La presente patente de invencion se refiere a 
un medio de cultivo bacteriologico y a un proce- 
dimiento para su preparacion. 5 

El nuevo medio de cultivo se destina al ais- 
lamiento primario, o tras enriquecimiento selec- 
tivo, de bacterias enteropatogenas pertenecien- 
tes a Ids generos Salmonella, Shigella y Aeromo- 
nas, Yersinia, Plesiomonas y Vibrio, habiendose 10 
demostrado eficaz en medicina clinica para el 
diagnostico de infecciones intestinales producidas 
por los tres primeros. 

El medio se caracteriza por el gran poder nu- 
tritivo para estas bacterias y por la sensibilidad 15 
y especificidad de sus identificadores bioquimicos, 
asi como por su moderado, efecto selective sobre 
otras bacterias sin interes (flora acompanante), 
que pueden estar presentes en las muestras a es- 
tudio y cuyo desarroUo repercute negativamente 20 
en el cultivo de las patogenas. 

Por todo ello, su campo de aplicaciones se 
extiende, ademas, a otras areas, como la Salud 
Piiblica, la Veterinaria y la Industria, particular- 
mente de alimentos y bebida^, donde estos mi- 25 
croorganismos tienen gran importancia. 

El est ado de la tecnica para el cultivo de Sal- 
monella, Shigella y Aeromonas revela una gran 
variedad de medios, cuyo efecto selectivo sobre 
la flora acompanante condiciona, por otra parte, 30 
la diversidad de especies patogenas que se puede 
cultivar. En general, los mas selectivos tienen un 
excelente efecto supresor de dicha flora, pero cul- 
tivan exclusivamente Salmonella, mientras que los 
menos selectivos se muestran ineficaces, en mu- 35 
chas circunstancias, para frenar el desarroUo de 
la flora, aunque en condiciones optimas sean ca- 
paces de cultivar otros patogenos, ademas de Sal- 
monella. 

Existe un rango de selectividad intermedio en 40 
el que se encuentra la mayor variedad de me- 
dios, pero la mayoria de los mismos incluye en 
su composicion unos identificadores bacterianos 
que adolecen de la suficiente sensibilidad paxa de- 
tectar mas de dos especies patogenas distintas, 45 
asi como de la especificidad necesaria para re- 
ducir al mmimo la confusion de dichas especies 
con otras que no lo son. Ejemplos muy conocidos 
son el Hektoen, el Xilosa-Lisina-Desoxicolato, el 
Desoxicolato-Citrato de Leifson y todas sus mo- 50 
dificaciones, el Salmonella-Shigella, el Rambach, 
el Mc Conkey, etc. 

El nuevo medio de cultivo ha sido comparado 
con tres de los anteriores y los resultados, en 
terminos generales, han mostrado la superioridad 55 
de este por lo que se refiere a la menor cantidad 
de positives falsos, siendo similar la de patogenos 
aislados, cuando no mayor. Esto supone la reali- 
zacion de menor cantidad de pruebas para la con- 
firmacion de los aislamientos sospechosos y, por 60 
tanto, mas economia de tiempo y medios tecnicos 
en la investigacion de bacterias enteropatogenas. 

La composicion cualitativa y cuantitativa del 
nuevo medio, que podriamos denominar XG (por 
"X" ilosa y "G" alactosidasa), se detalla en la 65 
tabla adjunta en gramos por litro. Como puede 
verse, contiene una base nutritiva muy rica com- 
puesta por la peptona-proteosa y los extractos 
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de carne y levaduras, cuya aportacion, ademas, 
al correct© funcionamiento de los identificadores 
bacterianos, como son la xilosa y el X-G AL, es im- 
prescindible. Su moderada selectividad, por otra 
parte, radica en la presencia de la mezcla norma- 
lizada de sales biliares, que inhibe el desarroUo 
de grampositivos, y de la novobiocina, que reper- 
cute sobre Proteus y refuerza el efecto de las sales 
biliares. 

Segun la respuesta de las diferentes especies 
bacterianas a los identificadores refer idos, el me- 
dio XG distingue cuatro pat rones basicos de co- 
lonias: 

1°. Rojas, propias de Salmonella, incluso la es- 
pecie tifica. 

2°. Verdes, demostrativos de Aeromonas, Ple- 
siomonas y de la especie Shigella sonnei. 
Tambien algunas cepas de Yersinia entero- 
colitica que no fermentan xilosa. 

3^. Incoloras, caracteristicas de Vibrio y de 
otras especies de Shigella. Asi mismo, cepas 
de Yersinia enterocolitica que no fermentan 
xilosa. 

4°. Malvas, identificadoras de la flora no 
patogena. 

La preparacion del medio de cultivo objeto de 
la presente patente de invencion se realiza segiin 
el siguiente procedimiento: 

1°. Se hierven 0,1 g de X-GAL en 100 ml de 
agua desionizada, aproximadamente, hasta 
su total disolucion. 

2° . La disolucion se vierte en un matraz aforado 
de 1000 ml y se le aiiade 500 ml de agua 
desionizada templada. 

3°. Se disuelven los componentes siguientes, 
mediante adicion y agitacion suave, por este 
orden: peptona-proteosa, xilosa, sales bilia- 
res, extract© de carne y extract© de levadu- 
ras. 

4° . Se aiiade 30 ml de una solucion acuosa, pre- 
viamente preparada, de rojo neutro al 0,1% 
y se enrasa a 1000 ml, con agua desionizada. 

5°. La solucion resultante se vierte en un ma- 
traz tipo Erlenmeyer, se aiiade el agar agar 
y se hierve por aplicacion suave y progresiva 
de calor hasta alcanzar una total transpa- 
rencia, evitando el sobrecalentamiento, 

6° . El product© n© debe aut©clavarse, y una vez 
se ha enfriado hasta 50° C, se aiiaden 5 ml 
de solucion acuosa esteril de nov©bi©cina 1,4 
mM y 1 ml de s©luci6n acu©sa esteril de 
IPTG 10 mM. 

7°. Se dispensa en placas de 90 mm, a razon de 
un©s 20 ml p©r pla<:a, y se deja enfriar hasta 
su t©tal s©lidificaci6n. 

El pr©duct© debe c©nservarse en frigorifico, 
hasta su utilizacion, la cual n© debe pr©ducirse 
mas alia de un mes a c©ntar de la fecha de su 
preparacion. 
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Tabla: Composicion del medio XG 

Componentes gramos/1000 ml 

D(-h)Xilosa 15 

X-GAL(*) 0,1 

IPTG (**) 2,4.10-3 

Peptona-Proteosa 10 

Extracto de came 3 

Extracto de levaduras 3 



Sales biliares 5 

Rojo neutro 30.10-3 

Novobiocina 5.10-3 

Agar- agar 15 

Agua desionizada 1000 

(*) 5-bromo-4-cloro-3-indolil /3-D-galacto-piran6- 
sido. 

(**) Isopropil /3-D-tiogalactopiran6sido. 
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REIVINDICACIONES 

1. Medio de cultivo bacteriologico y pro- 
cedimiento para su preparacion, caracterizado 
esencialmente por comprender la asociacion de 5 
la D(+)-xilosa, a razon de 15 g/lOOO ml, 

del X-GAL o 5-bromo-4-cloro-3-indolil beta-D- 
galactopiranosido, a razon de 0,1 g/1000 ml, del 
IPTG o isopropil-beta-D-tiogalactopiranosido, a 
razon de 2,4.10-3 g/1000 ml, de la peptona- 10 
proteosa, a razon de 10 g/1000 ml, de extracto 
de carne a razon de 3 g/1000 ml, de extracto de 
levaduras a razon de 3 g/1000 ml, de sales biliares 
a razon de 5 g/1000 ml, de rojo neutro a razon de 
30.10-3 g/1000 ml de novobiocina a razon de 5.10- 15 
3 g/1000 ml, de agar agar a razon de 15 g/1000 
ml y de agua desionizada en un volumen de 1000 
ml. 

2. Medio de cultivo bacteriologico y proce- 
dimiento para su preparacion, segiin la reivindi- 20 
cacion 1, caracterizado porque el proceso para 

la fabricacion del medio de cultivo comprende las 
operaciones siguientes: 

a) hervir el X-GAL en proporcion de 0,1 gr en 25 
100 ml de agua desionizada, hasta su total 
disolucion; 

b) verter la solucion en un matraz aforado 
de 1000 mml, con adicion de 500 ml de 
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agua templada y disolucion de los siguientes 
componentes, mediante adicion y agitacion 
suave por este orden: peptona, xilosa, sa- 
les biliares, extracto de carne y extracto de 
levaduras; 

c) adicion de 30 ml de una disolucion acuosa, 
previamente preparada, de rojo neutro al 
0,1%; 

d) enrasar a 1000 ml con agua desionizada y 
verter la solucion resultante en un matraz, 
con adicion del agar agar; 

e) hervir con aplicacion suave y progresiva de 
calor hasta alcanzar una total transparen- 
cia, evitando un sobrecalentamiento inne- 
cesario; 

f) dejar enfriar hasta 50° C y agregar 5 ml de 
una disolucion acuosa esteril de novobiocina 
1 ,4 mM y 1 ml de una solucion acuosa esteril 
de IPTG 10 mM; 

g) disponer el producto en placas de 90 mm a 
razon de 20 ml por placa, dejando enfriar 
hasta su total solidificacion en orden a su 
utilizacion antes de un mes a contar de la 
fecha de preparacion, y conservacion en fri- 
gorifico durante dicho periodo. 
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